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ABSTRAK 

 

STUDI BAKTERI SIMBION Sargassum polycystum PENGHASIL ENZIM 

ALGINAT LYASE DARI PERAIRAN LAMPUNG: PENAPISAN, 

KARAKTERISASI DAN IDENTIFIKASI   

 

Oleh: 

Yesica Bella Safitri 

Alginat merupakan polisakarida dari alga cokelat yang banyak dimanfaatkan 

untuk antitumor, antiinflamasi, dan juga antivirus. Alginat memiliki berat molekul 

yang besar yang membuatnya sulit dicerna oleh beberapa organsime. Oleh karena 

itu, penting untuk mencari enzim alginat lyase untuk memotong alginat secara 

enzimatis. Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan isolat bakteri yang 

menghasilkan enzim alginat lyase dari Sargassum polycystum. Pengumpulan data 

dilakukan dengan mengisolasi bakteri dari rumput laut Sargassum polycystum. 

dari Pantai Sebalang. Isolasi dilakukan dengan menggunakan metode pengenceran 

dan sebar. Koloni yang didapat dimurnikan dan diseleksi dengan menggunakan uji 

aktivitas alginat lyase berdasarkan waktu inkubasi dan diidentifikasi secara 

morfologi, biokimia dan molekuler menggunakan gen 16S-rDNA. Analisis data 

dilakukan secara deskriptif. Pada penelitian ini diperoleh 20 isolat bakteri simbion 

Sargassum polycystum dan empat isolat mempunyai aktivitas alginat lyase. 

Bakteri dengan aktivitas alginat lyase tertinggi diidentifikasi sebagai Cytobacillus 

kochii dengan kemiripan 99% dan bakteri Bacillus cereus dengan kemiripan 99%. 

Perlu penelitian optimasi kultur bakteri, produksi, dan aktivitas alginat lyase untuk 

mendapatkan hasil yang optimal diantaranya waktu inkubasi aktivitas alginat 

lyase yang tinggi adalah 48 sampai 72 jam. 

 

 

 

Kata kunci: Aktivitas alginat lyase, Alginat, Bacillus cereus, Cytobacillus kochii, 

Enzim Alginat Lyase, 
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ABSTRACT 

 

STUDY OF SYMBIOTIC BACTERIA Sargassum polycystum PRODUCING 

ALGINATE LYASE ENZYME FROM LAMPUNG WATERS: 

SCREENING, CHARACTERIZATION AND IDENTIFICATION 

By 

YESICA BELLA SAFITRI 

 

Alginate is a polysaccharide from brown algae which is widely used for 

antitumor, anti-inflammatory and antiviral properties. Alginate has a large 

molecular weight which makes it difficult for some organisms to digest it. 

Therefore, it is essential to look for alginate lyase enzymes to cleave alginate 

enzymatically. This study aimed to obtain bacterial isolates that produce alginate 

lyase enzymes from Sargassum polycystum. Data collection was carried out by 

isolating bacteria from Sargassum polycystum seaweed. from Sebalang Beach. 

Isolation was carried out using the dilution and scatter method. Colonies obtained 

were purified and selected using alginate lyase activity assay based on incubation 

time and identified morphologically, biochemically and molecularly using the 

16S-rDNA gene. Data analysis was carried out descriptively. In this study, 20 

isolates of the symbiont bacteria Sargassum polycystum were obtained and four 

isolates had alginate lyase activity. Bacteria with the highest alginate lyase 

activity were identified as Cytobacillus kochii with 99% similarity and Bacillus 

cereus bacteria with 99% similarity. Research is needed to optimize bacterial 

culture, production, and alginate lyase activity to obtain optimal results, including 

the optimal incubation time to obtain high alginate lyase activity which is 48 to 72 

hours. 

 

 

 

Keyword: Alginate, Alginate Lyase Activity, Alginate Lyase Enzyme, Bacillus 

cereus, Cytobacillus kochii, 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia adalah negara dengan garis pantai sepanjang 81.000 km
 
serta luas 

perairan 5.800.000 km yang sering disebut juga sebagai negara maritim. Perairan 

Indonesia terdapat sumber daya baik hayati maupun non hayati (KKP, 2019). 

Sebagai salah satu potensi yang dimiliki adalah sumber daya hayati yakni 

komoditas rumput laut dengan luas mencapai 384,73 Ha (Kementrian 

Perdagangan, 2013). Budidaya rumput laut di Indonesia didominasi oleh Euchema 

dan genus Gracilaria, sedangkan genus Sargassum tumbuh liar di pantai. 

Sargassum tersebar di seluruh dunia dengan 400 spesies yang mana 50 spesies 

ditemukan di Indonesia dan diantaranya tumbuh di perairan Lampung (Herawati 

dan Pudjiastuti 2021; Handayani, 2017; Ningtias, 2022).  

 

Sargassum polycystum merupakan salah satu jenis alga coklat yang tumbuh di 

perairan Lampung dan memiliki kandungan alginat (Kamisyah et al., 2020; Kok 

dan Wong, 2018; Fauziee et al., 2020; Yudiati et al., 2019; Ningtias, 2022) 

Sargassum polycystum dilaporkan memiliki kandungan alginat yang tinggi 

(Dousip et al., 2014; Widyartini, 2015) dengan harga eceran per kg adalah ($12 

US/kg) (Rhein-Knudsen et al., 2015). Eropa, Amerika Serikat, Jepang dan China 

merupakan Negara yang mengimpor alginat ke berbagai Negara dengan nilai 

pasar global diperkirakan US$ 339 juta/tahun (Bixler dan Porse, 2011). Alginat 

banyak dimanfaatkan pada berbagai industri, baik industri pangan maupun non 

pangan (Subaryono, 2010). Alginat digunakan untuk membantu proses pembuatan 

maupun sebagai pengental, pembentuk gel, stabilizer dan pengemulsi sehingga 
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banyak digunakan di bidang makanan (Maharani  et al,  2018). Alginat juga dapat  

sebagai anti-tumor (Fernando et al, 2019) antioksidan (Dousip et al., 2014; 

Soedjati et al., 2018) dan juga antivirus (Ridlo dan Pramesti, 2009) serta 

imunostimulan (Setyawan et al., 2020; 2021) selain itu alginat bersifat 

biodegradasi karena dapat menurunkan konsentrasi tembaga secara adsorptif dari 

dalam air (Pratama et al., 2022) dan ammonia melalui imobilisasi bakteri 

(Setyawan et al., 2022) 

 

Alginat memiliki kelemahan yaitu berat molekul yang besar yakni 500-1000 kDa 

sehingga mempengaruhi daya larutnya (Sinurat dan Marliani, 2017). Menurut 

Subaryono (2010) ukuran molekul pada alginat dapat mempengaruhi dan 

membatasi pemanfaatan dari alginat hal inilah yang menyebabkan perlu adanya  

upaya untuk memecah ikatan polimer alginat untuk mendegradasi alginat.  

 

Proses degrasasi alginat bertujuan untuk memecah ikatan polimer pada alginat 

untuk mendapatkan alginat menjadi oligosakarida yang memiliki berat molekul 

yang lebih rendah (Jangtap et al., 2022). Beberapa cara yang digunakan untuk 

memecah ikatan polimer pada alginat menjadi berat molekul yang lebih kecil, 

yaitu metode fisik dengan iridiasi gamma ray  (Wasikiewicz et al., 2005), metode 

kimia dengan menggunakan bahan kimia yakni hidrolisis (Nainggolan et al., 

2021) dan metode biologi secara enzimatik oleh enzim alginat lyase (Subaryono, 

2019; Wang et al., 2017). Berat molekul pemutusan ikatan polimer yang 

dihasilkan oleh proses enzimatik lebih seragam dan penggunaan enzim yang 

spesifik dapat menghindari adanya perubahan struktur dan efek yang tidak 

diinginkan. (Cheng et al., 2020) 

 

Enzim yang berperan dalam degradasi alginat disebut sebagai enzim alginat lyase 

yang spesifik berdasarkan jenisnya, yaitu polimanuronat dan poligulunorat (Afni 

et al., 2017; Marzuki et  al., 2021; Kamarudin et al., 2021; Tavafi et al.,2017). 

Enzim tersebut berperan dalam memotong polimer alginat dengan mekanisme 

eliminasi-b yaitu dengan pembentukan 4-deoksi-l-erithro-hex-ene-pirosiluronat 

(Subaryono, 2010). Alginat lyase memiliki manfaat sebagai  bahan  pembuatan 
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biofuel, biofertilizer, dan  produk  pertanian seperti  pupuk  hayati (Afriansyah et 

al., 2021; Wang et al., 2016). Terdapat berbagai jenis bakteri penghasil enzim 

alginat lyse yaitu Bacillus halosaccharovoran sLJ-3 (Wang et al., 2017), Bacillus 

Megaterium (Subaryono, 2019),  Streptomyces (Nguyen et al., 2021) dan 

Pseudomonas mendocina  NK01 ( Guo et al., 2011). Enzim alginat lyase ini 

memiliki produk akhir yang berupa alginat oligosakarida (AOS) dengan berbagai 

manfaat sebagai probiotik, antikoagulan, antioksidan, dan agen antikanker, 

sebagai pemacu pertumbuhan, dan merupakan bahan alami imunomodulator 

untuk merangsang peningkatan sistem kekebalan tubuh. (Gibson dan Roberfoid, 

1995; Iwamoto et al., 2005; Khan et al., 2011; lee  et al., 2012; Subaryono, 2019).  

 

Berdasarkan berbagai uraian diatas, dapat diketahui bahwa potensi rumput laut ini 

cukup besar karena pertumbuhannya yang cepat dan tersebar hampir di semua 

Perairan Indonesia karena indonesia memiliki gelombang kuat dan dasar 

berkarang, namun pemanfaatan rumput laut masih terbatas sehingga perlu adanya 

pengelolaan wilayah pesisir secara maksimal. Maka dalam penelitian ini 

dilakukan penapisan (screening), karakterisasi dan identifikasi bakteri yang 

bersimbion dengan Sargassum polycystum yang dikoleksi dari perairan Lampung 

dengan harapan mampu menghasilkan enzim alginat lyase sebagai pendegradasi 

pada alginat.  

 

1.2 Tujuan Penelitian  

Tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu: 

1. Mengidentifikasi bakteri penghasil enzim alginat lyase sebagai pendegradasi 

alginat secara morfologi, biokimia, dan molekuler  

2. Mengetahui waktu terbaik produksi dan aktivitas enzim alginat lyase dari 

bakteri yang bersimbion dengan Sargassum polycystum yang dikoleksi dari 

perairan Pantai Sebalang, Tarahan Lampung Selatan 
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1.3 Manfaat Penelitian 

Adapun manfaat penelitian ini yaitu: 

1. Memberikan informasi terkait pemanfaatan bakteri yang bersimbion dengan 

Sargassum polycystum dapat menghasilkan enzim alginat lyase sebagai 

pendegradasi alginat.  

2. Meningkatkan kesadaran masyakarakat pentingnya melakukan pengelolaan 

wilayah pesisir khususnya di Perairan Pantai Sebalang, Taraharan Lampung 

Selatan 

 

1.4 Kerangka Pemikiran 

Sargassum polycystum merupakan salah satu jenis alga coklat yang tumbuh di 

perairan Lampung dan memiliki kandungan alginat yang tinggi serta memiliki 

manfaat sebagai pengental, pembentuk gel, stabilizer dan pengemulsi sehingga 

banyak digunakan di bidang makanan (Maharani  et al,  2018). Namun alginat 

memiliki kelemahan yaitu berat molekul yang besar, sehingga dapat 

mempengaruhi dan membatasi pemanfaatan dari alginat maka perlu adanya cara 

untuk memecah ikatan polimer pada alginat menjadi berat molekul yang lebih 

kecil, yaitu dengan metode biologi secara enzimatik oleh enzim alginat lyase. 

Pemecahan ikatan polimer yang dihasilkan oleh proses enzimatik memiliki berat 

molekul yang lebih seragam dan penggunaan enzim yang spesifik dapat 

menghindari adanya efek samping yang menyebabkan modifikasi yang tidak 

diinginkan dari struktur aslinya (Cheng et al., 2020). 

 

Hasil penelitian Subaryono (2017) telah ditemukan bakteri penghasil enzim 

alginat lyase dari Sargassum crassifolium yang diambil perairan Binuangeun, 

Provinsi Banten adalah isolat S245 yang teridentifikasi sebagai Bacillus 

megaterium sedangkan dalam penelitian lainnya seperti Nguyen et al., 2021 

didapatkan jenis Streptomyces. Maka perlu dilakukan penelitian bakteri penghasil 

enzim alginat lyase dari perairan Lampung untuk memaksimalkan pengelolaan 

wilayah pesisir dan laut dan meningkatkan bioaktivitas alginat dengan berat 

molekul rendah (Gambar 1) 
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Gambar 1. Kerangka Pemikiran Penelitian 

Sargassum sp yang dikoleksi 

dari perairan Lampung 

Potensi rumput laut 

Sargassum polycystum 

Alginat  

Berat molekul yang besar akan 

membatasi pemanfaatannya 

Perlu dilakukan degradasi alginat  

Industri,makanan, 

farmasi dan pupuk 

organik 

Metode Fisika: 

Radiasi gamma 

ray 

Metode biologi: 

Enzimatik oleh enzim 

alginat lyase 

 

Isolasi dan identifikasi bakteri yang 

memiliki aktivitas enzim yang diuji 

secara kualitatif dan semi kuantitatif 

Identifikasi aktivitas enzim 

Alginat lyse (Uji DNS dan Bradford) 

Metode kimia: 

Hidrolisis  

Meningkatkan bioaktivitas alginat 

dengan berat molekul rendah 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Rumput Laut Sargassum polycystum 

Sargassum polycystum adalah tanaman yang tumbuh di perairan pantai dan karang 

penghasil alginofit dengan taksonomi sebagai berikut:   

Kingdom : Plantae 

Divisi : Phaeophyta 

Kelas : Phaeophyceae 

Ordo : Fucales 

Famili : Sargassaceae 

Genus : Sargassum 

Spesies : Sargassum polycystum 

 

  

 

Gambar 2. Sargassum polycystum (dokumen pribadi) 
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Morfologi Sargassum polycystum memiliki ciri panjang talus selindris berduri-

duri kecil dengan warna coklat kekuningnan. Pada umumnya daun  Sargassum 

polycystum berbentuk membujur dan runcing serta memiliki blader yang 

berbentuk bulat dengan ukuran kecil yang jumlah nya cukup banyak karena 

berfungsi agar thallus dapat terapung permukaan air sehingga mampu 

mendapatkan intensitas cahaya matahari. Ujung berduri dan membulat, melekat 

pada talus batang primer atau sekunder, dapat secara bergerombol atau sendiri-

sendiri (Widyartini etal.,2015; Pansing et al., 2017). Komponen utama dari 

Sargassum polycystum adalah karbohidrat yakni antara sedangkan komponen 

lainnya yaitu viskositas, (pH), air dan lemak (Kamisyah et al., 2020) Senyawa 

aktif yang terdapat dalam Sargassum polycystum seperti florotanin (Firdaus et al., 

2017; Cahyaningrum et al., 2016), terpenoid (Riwanti et al., 2021), alginat 

(Fauziee et al., 2020; Kamisyah et al., 2020) dan fukoidan (Setyawan et al.,2018). 

 

2.2 Alginat  

Alginat merupakan hidrokoloid yang sangat baik yang telah digunakan untuk 

berbagai aplikasi industri, termasuk bidang lanjutan, seperti biomedis dan 

bioengineering (Hutardo et al., 2022). Alginat dapat diperoleh dari ganggang 

coklat dengan berbagai metode yakni metode asam alginat, kalsium alginat dan 

natrium alginat dan sumber yang beragam. Ketiga metode tersebut menghasilkan 

jumlah alginat yang berbeda-beda hal ini dikarenakan bahan yang digunakan juga 

berbeda. Metode yang sering digunakan adalah metode natrium alginat dengan 

keunggulan menghasilkan rendemen yang lebih tinggi yakni kisaran 40 % 

(Laksanawati, 2017; Diharningrum et al., 2018). Dapat dilihat pada Gambar 3 

bahwa alginat adalah suatu garam yang mengandung ion barium, ion kalsium dan 

ion sodium yang terbentuk dari dua monomer asam uronat, yaitu β-D-Asam 

Manuronat dan α-L-Asam Guluronat  (Ode et al., 2014). 
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Gambar 3. Struktur kimia alginat (Winarno, 1990) 

 

Alginat juga penghasil polisakarida yang merupakan komponen essensial bagi 

organisme karena memiliki bioaktivitas diantaranya sebagai anti-tumor, 

antioksidan antivirus, imunostimulan, antikanker dan antimikroba (Setyawan et 

al., 2020; 2021; Dousip et al., 2014; Soedjati et al., 2018; Fernando et al, 2019; 

Luringunusa et al., 2021; Cahyaningrum et al., 2016) selain itu alginat bersifat 

biodegradasi karena dapat menurunkan konsentrasi tembaga secara adsorptif dari 

dalam air dan ammonia melalui imobilisasi bakteri (Pratama et al., 2022; 

Setyawan et al., 2022). Alginat juga digunakan pengental, pembentuk gel, 

stabilizer dan pengemulsi sehingga banyak digunakan di bidang makanan 

(Maharani  et al,  2018). Manfaat dari masing-masing senyawa bioaktif tersebut 

adalah yang mana bermanfaat sebagai antioksidan (Cahyaningrum et al., 2016),). 

 

2.3 Enzim Alginat Lyase 

Alginat lyase merupakan enzim pendegradasi alginat yang didapat dari alga coklat 

dihasilkan dari proses degradasi alginat yakni hidrokoloid sistem koloid 

dipengaruhi oleh polimer organik di dalam air yang banyak di temukan di rumput 

laut contohnya adalah Sargassum sp dan Turbinaria sp (Subaryono, 2010). 

Alginat lyase diketahui  memiliki potensi yang sangat besar bagi dunia obat-

obatan dari jenis biokatalisis yang diproduksi oleh oligosakarida (Zang dan Kim, 

2010). Enzim alginat lyase mengkatalisis oligosakarida yang dihasilkan sehingga 
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alginat lyase mempunyai sifat mudah larut dibandingkan alginat yang tidak 

didegradasi karena bioaktivitas lebih baik (Gacesa, 1992). Struktur kimia alginat 

lyase dapat dilihat pada Gambar 4 

 

 

Gambar 4. Struktur kimia enzim alginat lyase (Winarno, 1990) 

 

Tujuan dari pemotongan polimer tersebut agar rantai menjadi pendek dan berat 

molekul dari alginat lebih kecil sehingga akan lebih efektif di serap oleh tubuh 

karena alginat lyase akan menunjukkan aktifitasnya ketika diserap oleh darah dan 

selanjutnya dibawa ke tempat dimana zat itu akan memunculkan efek yang 

diinginkan (Subaryono, 2019) 

 

2.4 Bakteri Pendegradasi Alginat 

Alginat telah banyak dimanfaatkan baik di bidang industri maupun non industri 

namun pemanfaatannya yang masih terbatasi akibat berat molekul yang besar 

makan ada beberapa cara yang digunakan untuk memecah ikatan polimer pada 

alginat menjadi berat molekul yang lebih kecil, yaitu metode fisik dengan iridiasi 

gamma ray  (Wasikiewicz et al., 2005), metode kimia dengan menggunakan 

bahan kimia yakni hidrolisis (Nainggolan et al., 2021) dan metode biologi secara 

enzimatik oleh enzim alginat lyase (Subaryono, 2019; Wang et al., 2017 ). 

Degradasi alginat secara enzimatik lebih efisien karena memiliki berat molekul 

yang seragam serta tidak menimbulkan perubahan struktur dan efek yang tidak 

diinginkan (Chang et al., 2020). Proses enzimatik dilakukan dengan bantuan 
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mikroorganisme yakni bakteri pendegradasi alginat. Bakteri yang hidup dan 

berasosiasi dengan rumput laut coklat yang seringkali disebabkan oleh simbiosis 

yang saling menguntungkan antara kedua spesies tersebut. 

 

Bakteri pendegradasi alginat yang bersimbion dengan alga ini memiliki 

kemampuan menghasilkan enzim tertentu dengan menggunakan komponen seluler 

alga tempat ia menempel. Oleh karena itu, beberapa spesies bakteri menunjukkan 

kekhususan inang karena komponen yang terkandung dalam satu inang akan 

berbeda dengan yang lain (Gomez et al., 2010) hal ini dikarenakan bakteri 

berikatan dengan rumput laut untuk memanfaatkan komponen seluler yaitu alginat 

sebagai sumber karbon dan energi (Tavafi et al., 2017). Selain itu, bakteri juga 

mudah dikultur, cepat tumbuh dan tidak rumit untuk meningkatkan hasil (Wang et 

al., 2017; Subaryono, 2010).  Terdapat berbagai jenis bakteri penghasil enzim 

alginat lyse yaitu Bacillus halosaccharovoran sLJ-3 (Wang et al., 2017), Bacillus 

Megaterium (Subaryono, 2019),  Streptomyces (Nguyen et al., 2021) dan 

Pseudomonas mendocina  NK01 ( Guo et al., 2011). 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Pelaksaan penelitian ini dilakukan pada bulan Juni-Oktober 2022, bertempat di 

Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Penelitian ini menggunakan alat-alat dan bahan-bahan yang disajikan pada Tabel 

1 dan Tabel 2. 

Tabel 1. Alat-alat penelitian 

No. Alat Kegunaan 

1. Erlenmeyer Pencampuran larutan dan bahan, serta 

menyimpan media. 

2. Tabung eppendorf Sebagai alat atau wadah sentrifugasi. 

3. Timbangan digital Untuk menimbang bahan yang akan 

digunakan. 

4. Spatula Mengambil bahan saat proses menimbang. 

5. Gelas ukur Untuk menakar volume larutan yang 

digunakan. 

6. Autoklaf Mensterilkan alat dan bahan uji. 

7. Spektofotometer Mengukur absorbansi uji. 

8. Toples Plastik 10L Perendaman rumput laut. 

9. Kompor  Untuk merebus ekstrak  

10. Freezer (20
o
C)   Menyimpan sampel. 

11.  Pipet tetes Untuk menuangkan larutan. 

12. Shaker Untuk menghomogenkan larutan. 

13.  Mikropipet Memindahkan larutan. 

14.  Vortex Menghomogenkan larutan. 

15.  Hotplate  Menghomogenkan larutan. 
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Tabel 1. (Lanjutan) 

No. Alat Kegunaan 

16. Corong kaca Membantu proses ektraksi dan pencampuran bahan. 

17. pH paper Mengukur pH pada larutan. 

18. Cawan petri Untuk tempat kultur bakteri. 

19. Cooler box Untuk menyimpan sampel. 

20. Kertas cakram Sebagai alat uji zona bening 

21. Mortar Untuk menghancurkan atau menghaluskan bahan 

atau zat padat. 

22. Rak tabung reaksi Untuk menyimpan atau menata beberapa tabung 

reaksi. 

23. Yellow tip Untuk mengambil sampel larutan dengan volume 

sampai 200 µl. 

24. L-glass Untuk menyebarkan cairan di permukaan media. 

25. Kaca preparat Membuat preparat. 

26. Cover glass Menutup objek di kaca preparat. 

27. Tabung Reaksi Untuk mengkultur bakteri (Cair) 

28.  Kompor Untuk memanaskan ekstrak 

29.  Termometer Untuk mengetahui suhu  

 

Tabel 2.Bahan-bahan penelitian 

No. Alat Kegunaan 

1 Rumput Laut 

Sargassum sp 

Untuk menghasilkan alginat dan bakteri simbion. 

2 Na2CO3 Untuk mendapatkan Na alginat 

3 NaOH Untuk meningkatkan pH menjadi basa 

4 HCl Untuk bahan maserasi. 

5 Nutrient Agar (NA) Untuk menumbuhkan dan mengembangbiakkan 

bakteri. 

6 Cetylpyridinium 

chloride (CPC) 

Untuk pengujian zona bening bakteri  

7 Nutrien Broth (NB) Untuk menumbuhkan dan mengembangbiakkan 

bakteri (cair) 

8 KCl Digunakan untuk pemucatan 

9 Akuades Bahan pelarut untuk mencampurkan bahan-bahan 

kimia 

10 KOH Untuk pengujian gram 

11 Parafin Sebagai penutup uji O/F agar udara tidak masuk 

12 Buffer pH 7 Untuk penyeimbang larutan 
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3.3 Prosedur Penelitian  

3.3.1 Koleksi Rumput Laut 

Sampel rumput laut segar dikumpulkan dari lokasi Tarahan, Lampung Selatan 

pada Juli 2022 pada waktu air surut yakni jenis Sargassum sp. Selanjutnya, 

sampel dimasukkan ke dalam plastik sampel dan diletakkan dalam coolbox dan 

dibawa ke Laboratorium Budidaya Perairan Fakultas Pertanian Universitas 

Lampung untuk dianalisis. Rumput laut lalu dicuci dengan air tawar dan 

dikeringkan pada suhu ruang lalu digiling sampai berukuran seperti tepung. 

Tepung rumput laut disimpan pada tempat yang aman dan tidak lembab. 

 

3.3.2 Ekstraksi Alginat 

Ekstraksi natrium alginat dari Sargassum polycystum. yang diperoleh dilakukan 

dengan cara sampel Sargassum polycystum sebanyak 250 g. direndam dengan 

menggunakan HCl 1% (1:2) selama 60 menit, selanjutnya dibilas sebanyak 2 kali 

dengan air bersih. Sampel tersebut, kemudian diekstraksi menggunakan Na2CO3  

(Soda Ash) dengan konsentrasi 2% sebanyak 7,5 liter dan dipanaskan 

menggunakan waterbath selama 60 menit dengan suhu 60°C. Sampel yang telah 

dipanaskan, kemudian diperas dan disaring untuk memisahkan filtrat dan residu. 

Filtrat, kemudian ditambahkan larutan KCl 2% sebanyak 90 ml selama 60 menit. 

Filtrat ditambahkan HCl 10% sampai pH 2-3 dan didiamkan selama 60 menit. 

Filtrat yang diperoleh, kemudian dinetralisasi menggunakan NaOH (Soda Api) 

sampai tercapai pH 7-8 dan diaduk sampai homogen. Hasil netralisasi,, kemudian 

ditambahkan etanol untuk membentuk gumpalan natrium alginat dan ditunggu 

selama 24 jam, kemudian dipisahkan gumpalan natrium alginat yang terbentuk 

dengan menggunakan saringan kasar (kain). Hasil gumpalan yang tersaring, 

kemudian dikeringkan menggunakan oven selama 24 jam  
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Gambar 5. Diagram alir ekstraksi natrium alginat pada Sargassum polycystum 

 

Bubuk sargassum polycystum 

ditimbang 250 gr 

Sargassum polycystum direndam menggunakan HCl 1% 

dengan perbandingan 1: 2 selama 60 menit 

Sargassum polycystum yang telah direndam, kemudian 

dicuci menggunakan air bersih bersih 

 

Diperas dan disaring untuk memisahkan filtrat 

Dan endapan Sargassum polycystum 

Larutan hasil ekstraksi ditambahkan larutan KCL 2% sebanyak 90 ml 

dan didiamkan selama 60 menit 

Kemudian diekstraksi menggunakan larutan Na2CO3 (Soda 

Ash)  2% sebanyak 7,5 liter 

Dipanaskan selama 60 menit dengan suhu 60 °C. 

Ditambahkan HCl 10% sampai pH 2-3 dibiarkan 60 menit   

Dinetralisasi dengan NaOH (Soda Api) sampai pH 7-8, ditambahkan 

etanol selama 24 jam 

Disaring dan dioven pada suhu 60 °C selama 24 jam 

Natrium Alginat 
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3.3.3 Fourier Trasform Infra Red (FTIR) 

Spektroskopi FTIR (Fourier Trasform Infra Red) dilakukan untuk menentukan 

gugus fungsi alginat kemudian direkam oleh spektrum infra merah pada rentang 

bilangan gelombang 4.000-500 cm
-1

. Spektrum inframerah tersebut dihasilkan 

dari pentransmisian cahaya yang melewati sampel lalu melewati sampel dan 

kemudian pengukuran intensitas cahaya dengan detector. (Sulistyani dan Huda, 

2018). 

 

3.3.4 Isolasi Bakteri Simbion pada Sargassum polycystum 

Metode isolasi bakteri simbion pada Sargasssum polycystum dilakukan dengan 2 

metode yakni Spread Plate Method dan Streak Plate Method yang dimodifikasi 

dari penelitian Subaryono (2019) dan Sawant et al, (2015). Metode Spread Plate 

Method  atau disebut juga pengenceran dilakukan dengan cara thalus Sargasssum 

polysyctum dibilas dengan menggunakan air laut steril pada cawan petri steril. 

Setelah itu thalus Sargasssum polycystum dipotong, kemudian digerus 

menggunakan mortar dan diambil 1 g. Pengenceran sampel dilakukan dengan 

menggunakan air laut steril agar mendapatkan koloni bebas. Pengenceran 

dilakukan secara bertingkat yakni dari 10-1, 10-2, dan 10-3 selanjutnya diambil 150 

µl sampel hasil pengenceran dan masing-masing dituang di atas media NA 

(nutrien agar) dan disebarkan menggunakan L-glass.  

 

Metode Spread Plate Method  semua bagian thalus dilakukan dengan cara semua 

bagian Sargasssum polysyctum baik daun maupun batang dibilas dengan 

menggunakan air laut steril pada cawan petri steril. Setelah itu Sargasssum 

polycystum dipotong, kemudian digerus menggunakan mortar dan diambil 1 g. 

Pengenceran sampel dilakukan dengan menggunakan air laut steril agar 

mendapatkan koloni bebas. Pengenceran dilakukan secara bertingkat yakni dari 

10-1, 10-2, dan 10-3 selanjutnya diambil 150 µl sampel hasil pengenceran dan 

masing-masing dituang di atas media NA (nutrien agar) dan disebarkan 

menggunakan L-glass. 
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Metode Streak Plate Method yang sering disebut dengan gores sebar dilakukan 

dengan cara thalus Sargasssum polysyctum dibilas dengan menggunakan air laut 

steril pada cawan petri steril, kemudian thalus Sargasssum polysyctum dipotong 

dan di gores di media NA. Hasil isolasi, kemudian di inkubasi pada suhu 30 
o
C 

selama 72 jam. Koloni bakteri yang tumbuh, kemudian diisolasi kembali pada 

media baru dengan komposisi yang sama dan di inkubasi selama 24 jam pada 

suhu 37 
o
C sampai mendapat isolat murni.  

 

3.3.5 Uji Aktivitas Enzim Alginat Lyse 

3.3.5.1 Kualitatif  

Penentuan aktivitas enzim alginat lyase diawali dengan dengan melihat zona 

bening pada uji kualitatif. Uji aktivitas alginat lyase secara kualitatif dengan cara 

media bakteri yang telah dikultur selama 24 jam di media miring, kemudian diberi 

larutan 0,9 % NaCl sebanyak 3 ml lalu di kocok pelan sampai bakteri larut dalam 

NaCl. Sebanyak 100 µl bakteri dikultur pada media Nutrien Agar (NA) yang 

mengandung 1 mg/ml natrium alginat didiamkan selama 30 menit sampai meresap 

pada media NA. Kertas cakram yang sudah diberi larutan CPC (Cetylpyridinium 

chloride), kemudian di tempelkan di media NA yang sudah disebarkan bakteri. 

Inkubasi dilakukan pada suhu 37 
o
C selama 24 jam. Terbentuknya zona bening 

disekeliling bakteri menunjukkan adanya aktivitas alginat lyase. ( Sawant etl al., 

2015; Subaryono, 2019) 

 

3.3.5.2 Semi Kuantitatif 

Uji aktivitas alginat lyase semi kuantitatif dilakukan seperti halnya uji kualitatif 

namun dilakukan dengan 3 kali ulangan. Zona bening yang terbentuk diukur 

diameternya dengan rumus indeks aktivitas sebagai berikut:  

Indeks Aktivitas Alginolitik      =  (Ø Zona Bening- Ø Koloni Bakteri) 

 Ø Koloni Bakteri 

 

(Subaryono, 2019) 

 

 100% 
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3.3.5.3 Kuantitatif 

Isolat bakteri yang memiliki indeks aktivitas alginat lyase, kemudian di produksi 

enzim kasarnya dengan mengikuti penelitan Subaryono, 2019. Sebanyak 1 ose 

bakteri diambil dari stok isolat, kemudian dikultur dalam 5 ml media NB (Nutrien 

broth) dan kemudian di inkubasi kembali selama 24 jam. Sebanyak 80 µl bakteri 

dikultur pada 80 ml media NB yang diberikan tambahan alginat 5 mg/ml dan 

inkubasi dalam shaker inkubasi dilakukan dengan shaking pada kecepatan 150 

rpm selama 24, 48, 72 dan 96 jam pada suhu 37 °C.  Selanjutnya hasil kultur dari 

berbagai waktu inkubasi tersebut disentrifugasi dengan cara 20 ml hasil kultur 

dimasukkan dalam tabung falcon pada kecepatan 10000 x g selama 20 menit. 

Hasil filtrat dipisahkan dari endapan dan filtrat dilakukan uji aktivitas alginat liase 

secara kuantitatif serta uji kadar protein.  

 

a. Kuantitatif Metode DNS 

Pengujian aktivitas alginat lyase didasarkan pada peningkatan jumlah gula 

pereduksi dalam sampel sebagai akibat peningkatan oligomer hasil pemotongan 

alginat dengan metode DNS (Dinitrosalisilic Acid) yang mana merupakan reagen 

asam 3,5- dinitrosalisilat dengan cara larutan NaOH 2% sebanyak 50 ml 

ditambahkan DNS 1 g dan distirer sampai larut. Ditambahkan fenol 0,2 g dan 

distirer lagi sampai larut. Na bisulfit ditambahkan sebanyak 0,05 g dan distirer 

sampai larut,, kemudian ditambahkan K-Na tartrat 20 g dan distirer sampai larut. 

Larutan diencerkan hingga 100 ml dengan aquades. Pembuatan kurva standar 

menggunakan standar gula pereduksi D-manosa pada konsentrasi 100-900 ppm 

yakni dengan cara menimbang gula D-manosa sebanyak 0,1 g dalam 100 ml 

aquades yang digunakan untuk larutan stok 1000 ppm. Larutan stok, kemudian 

dibuat deret larutan standar yakni 100, 300, 500, 700, 900 ppm, kemudian diambil 

sebanyak 1 ml larutan standar ditambahkan 1,5 ml pereaksi DNS  (3,5 

dinitrisalicylic acid). Hasil campuran tersebut, kemudian divortex dan diinkubasi 

pada air mendidih selama 5 menit, kemudian di dinginkan pada suhu ruang. Setiap 

perlakuan dilakukan 3 kali ulangan dan pembacaan absorbansi menggunakan 
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spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 550 nm. Hasil absorbansi 

yang telah didapatkan, kemudian dihitung regresi menggunakan Microsoft Excel.  

 

Pengujian akvitas alginat lyase secara kuantitatif dilakukan dengan menyiapkan 7 

tabung reaksi dengan masing-masing 1 tabung blanko, 3 tabung sampel dan 3 

tabung kontrol. Tabung blanko terdiri dari 0,4 ml alginat 1%, ditambahkan 0,1 ml 

aquades, kemudian ditambah 1,5 ml pereagen DNS dan dipanaskan dalam air 

mendidih selama 10 menit, kemudian blanko di dinginkan pada suhu ruang.  

Tabung sampel terdiri dari 0.4 mL enzim kasar (filtrat) ditambah dengan 0.1 ml 

alginat 1% dan ditambahkan 0.5 ml buffer universal pH 7 inkubasi sampel pada 

suhu 45 °C selama 30 menit, kemudian ditambah dengan 1.5 ml pereagen DNS 

dan dipanaskan dalam air mendidih selama 10 menit.  Tabung kontrol terdiri dari 

0.4 mL enzim kasar (filtrat) ditambah dengan 0.1 ml alginat 1% dan ditambahkan 

0.5 ml buffer universal pH 7, kemudian ditambah dengan 1.5 ml pereagen DNS 

dan dipanaskan dalam air mendidih selama 10 menit. Masing-masing uji 

dilakukan sebanyak 3 kali ulangan kemudian larutan dibaca absorbansinya pada 

550 nm. Aktivitas enzim yang dinyatakan satu unit enzim sebagai jumlah enzim 

yang  melepaskan 1 µg gula pereduksi per menit. 

 

b. Kadar Protein Metode Bradford 

Pengujian kadar protein didasarkan pada gambaran kuantitas enzim yang 

terkandung dan berfungsi untuk menentukan satuan aktivitas enzim mengikuti 

penelitian Subaryono, (2019). Pembuatan kurva standar menggunakan standar 

BSA (Bovine Serum Albumin) pada konsentrasi 200-1000 ppm yakni dengan cara 

menimbang gula BSA sebanyak 0,1 g dalam 100 ml aquades yang digunakan 

untuk larutan stok 1000 ppm Larutan stok, kemudian dibuat deret larutan standar 

yakni 200, 400, 600, 800, 1000 ppm, kemudian diambil sebanyak 1 ml larutan 

standar ditambahkan 1 ml reagen bradford lalu di inkubasi pada suhu ruang 

selama 15 menit di tempat tertutup. Setiap perlakuan dilakukan 3 kali ulangan dan 

pembacaan absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 595 nm. Hasil absorbansi yang telah didapatkan, kemudian dihitung 

regresi menggukana Microsoft Excel.  
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Analisa kadar protein dilakukan dengan cara reagent Bradford dihangatkan pada 

suhu kamar selama 1 jam  sebelum digunakan agar suhunya normal. Kadar protein 

dalam sampel 24, 72, 48 dan 96 jam kemudian diukur kadar proteinnya dengan 

cara 1 ml reagent bradford ditambahkan pada 1 ml filtrat enzim kasar dan 

diinkubasi pada suhu kamar selama 15 menit. Setiap perlakuan dilakukan 3 kali 

ulangan dan pembacaan absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang 595 nm.  

 

3.3.6 Identifikasi Bakteri Simbion Penghasil Alginat Lyase 

Identifikasi bakteri simbion penghasil alginat lyase dilakukan dengan cara 

identifikasi morfologi dan biokimia yakni sebagai berikut: 

 

3.3.6.1 Morfologi 

Bakteri yang telah tumbuh pada media NA lalu diamati morfologinya secara 

makroskopik dengan cara melihat morfologi koloni bakteri secara langsung 

berdasarkan bentuk koloni (bulat, seperti akar, atau tidak beraturan), warna, 

ukuran, bentuk, tepian (mulus, bergelombang, bergerigi, dan filamentus), dan 

elevasi koloni (datar, naik, dan cembung)  (Suryani dan A’yun, 2022) 

 

3.3.6.2 Biokimia 

Bakteri identifikasi secara biokimia dilakukan dengan melihat jenis baketeri 

apakah golongan gram negatif atau positif dengan uji gram KOH 3%, dan uji O/F 

(Oksidasi/ Fermentatif) untuk mengetahui apakah bakteri tersebut termasuk jenis 

fermentatif atau oksidatif dengan prosedur sebagai berikut:  

 

a. Uji Gram dengan KOH 3% 

Uji gram dirancang untuk mengetahui apakah bakteri tersebut termasuk dalam 

kelompok bakteri gram positif atau gram negatif. Uji Gram dengan KOH 

dilakukan dengan mencampurkan 1 ose bakteri yang berumur 24 jam pada kaca 

preparat lalu ditambahkan setetes KOH 3% . Bakteri yang menunjukan golongan 
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gram positif terlihat saat hasil campuran tersbut menjadi terbentuk gel atau seperti 

lem sedangkan bakteri gram negatif tidak terbentuk gel atau  seperti lem. (Riana et 

al., 2021) 

 

b. Uji O/F ( Oksidatif/ Fermentatif) 

Pembuatan media uji O/F adalah dengan menimbang media 0,94 g, kemudian 

ditambahkan 100 ml aquades, kemudian dihomogenkan diatas hotplate sampai 

larut. Media yang telah larut dimasukan dalam masing-masing tabung reaksi 

sebanyak 4 ml dan ditambah glukosa 0,1 ml, kemudian di sterilisasi menggunakan 

autoclaf. Uji O/F dilakukan dengan cara bakteri diinokulasi pada media oksidatif 

(media tanpa paraffin) dengan cara ditusukan. Selanjutnya bakteri diinkubasi 

selama 24-48 jam dan diamati perubahan warna yang terbentuk yakni jika kedua 

tabung berwarna kuning, maka isolat bakteri tersebut bersifat fermentatif namun 

apabila media yang tidak diberi parafin saja yang berubah menjadi warna kuning 

artinya bakteri tersebut bersifat oksidatif (Riana et al., 2021; Fani et al., 2022) 

 

c. Uji Katalase 

Uji katalase dilakukan untuk mengidentifikasi bakteri yang dapat      

menghasilkan enzim katalase dengan cara mengambil sebanyak 1 ose isolat 

bakteri penghasil alginat lyse lalu dioleskan pada kaca preparat steril kemudian 

ditetesi  satu  tetes  H2O2 3% dan diaduk selama satu menit.  Dinyatakan positif 

bila menghasilkan enzim katalase  yang  ditandai  dengan  terbentuknya 

gelembung udara yaitu   dan  negatif bila  tidak  ada gelembung  udara (Riana et 

al., 2021) 

 

3.3.7 Sekuensing Gen dan Analisis Filogenetik 

Identifikasi ini dilakukan dengan uji sekuensing gen dan analisis filogenetik 16S 

rDNA. Ekstraksi DNA menggunakan DNA purification kit terhadap isolat bakteri 

yang sudah berumur 24 jam. Primer yang digunakan amplifikasi 16S rDNA 

adalah fragment 27f (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) dan 1492r 

(5’GGCTACCTTGTTACGACTT-3’). Sequence 16SrDNA kemudian 
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dibandingkan dengan multiple sequence data pada GenBank database dengan 

BLAST algorithm dan program CLUSTAL W. dan kemudian dibuat pohon 

filogenetik yang diperoleh dari program tersebut (Xue et al., 2022).   

 

3.3.8 Analisis data  

Data yang diperoleh dari hasil penelitian akan di analisis secara deskriptif. Data-

data yang akan diperoleh pada penelitian ini yaitu hasil karakterisasi bakteri 

simbion secara morfologi, biokimia, dan molekuler dengan teknik 16S rDNA, uji 

aktivitas alginat lyase. Data aktivitas alginat lyase pada berbagai waktu inkubasi 

dianalisa dengan ANOVA dan dilanjutkan dengan uji berganda Duncan. Analisa 

statistik dilakukan dengan bantuan software SPSS 25 pada taraf kepercayaan 95%. 
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3.4 Diagram Alir Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Diagram alir penelitian  
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Simpulan 

Kesimpulan yang dapat diperoleh dari penelitian ini adalah : 

a. Bakteri penghasil alginat lyase berhasil diisolasi dari rumput laut  Sargassum 

polycystum yang teridentifikasi sebagai Cytobacillus kochi dan Bacillus 

cereus. 

 

b. Waktu inkubasi bakteri simbion Sargassum polycystum yang optimum untuk 

menghasilkan aktivitas alginat lyase yang tinggi adalah kisaran 48 jam 

sampai 72 jam. 

 

5.2 Saran 

Diperlukan penelitian lanjutan untuk melihat karakteristik alginat lyase dan 

potensi aplikasi alginat lyase khususnya untuk bakteri simbion Sargassum 

polycystum  asal perairan Lampung. 
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